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I 
摘要 
随着基因组测序计划的完成，生命科学研究领域开始步入后基因组时代。蛋
白质作为基因功能的体现者和生命活动的直接执行者，开始引起了广泛的关注。
当前蛋白质组学面临的巨大挑战在于如何从极微量的样品中分析鉴定丰度差异
大且组成复杂的蛋白质。以纳流液相色谱、毛细管电泳为主的高效分离技术为微
量样品的解析提供了更多选择。纳流液相分离极低的体积流量能显著减少溶剂消
耗，减小分析成本，降低样品稀释程度，提高分析检测灵敏度，与微量样品有良
好的匹配性；同时能显著能降低质谱离子源的负担，与质谱检测器有较好的兼容
性。另一方面，采用将多种检测技术集成的多维检测模式，一次分离获得蛋白质
组全方位信息的分析策略，将有效的提高分析效率。 
在本论文我们利用单颗粒塞技术制备高分辨的毛细管液相色谱柱，通过多
级分流模式构建了多维质谱联用系统，用于复杂蛋白质组的多维分析，为蛋白
质组学研究提供了强健的分析平台。全文包含以下几个部分： 
论文的第一章主要指出了蛋白质组学的研究特质，阐述了当前蛋白质组学
研究领域的主要研究进展和研究方向，对于蛋白质组分离分析方法进行了综
述，提出了本论文的研究目标在于提高复杂样品分离的分辨率和分析通量，以
应对高度复杂的蛋白质组样品。 
论文的第二章中，我们结合单颗粒塞制柱工艺和高压填充技术及离心填充
技术制备了多根毛细管液相色谱柱，通过色谱图数据展示了我们制备的毛细管
液相色谱柱具有高柱效和良好的柱与柱间重现性。通过多级分流模式，实现了
对同源样品多级平行分离检测。在多道紫外检测器的检测结果中可以看出，我
们实现了一次分离，获得多个相等样品流的目标，为少且珍稀的蛋白质组研究
样品量检测，提供了新的解决方案。 
论文的第三章中，我们构建了在线多维分离平台，用于复杂蛋白质组的分
离分析。实验过程中以多个零死体积的四通及三通作为柱连接分流器，通过连
接不同分离机理的毛细管色谱柱，构建在线多维分离平台，有效提高了色谱峰
容量，适用于复杂蛋白质组样品的分离分析。以高分辨三维电动位移台为主体，
结合 3D 打印技术构建多维质谱点板平台，实现按所需频率高速、高精密度的
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II 
样品点板。细胞色素 C 酶解物经液相色谱梯度分离后，通过双基质（CHCA、
DHB）模式的基质辅助激光解析质谱进行检测，获得的肽段序列覆盖效率分别
为 86%和 84%，且分析结果互为补充。单次分离-多维检测模式的分析方法有
效地提高了分析效率。 
论文的第四章中总结了本硕士论文的研究工作，对其不足之处进行了讨论，并对
进一步的研究工作进行了展望。 
 
关键词：多维检测；阵列分离；毛细管柱；蛋白质组 
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Abstract 
Since the completion of human genome project, life science research is now 
entering the post-genome era. As the presenter of gene functions and physiological 
processes, proteins have attracted extensive concerns in this era. Currently, proteomics 
is facing a great challenge, which is how to analyze and identify proteins of different 
abundance and compositions in a trace amount sample.  
Nano high performance liquid chromatography and high performance capillary 
electrophoresis have proved to be good choices for analyzing trace samples. Nano 
liquid separation with very low volumetric flow can significantly reduce the 
consumption of solvents, decrease the cost, restrain the dilution, and improve the 
detection sensitivity, thus it matches very well with trace sample. Nano liquid 
separation can also significantly reduce the burden of mass spectrometer ion source 
and has good compatibility with mass spectrometry detector. On the other 
hand, multimode detection, which is based on the integration of a variety of detection 
technologies，can obtain comprehensive information of protein samples based on a 
single separation process, therefore will effectively improve the analytical information 
capacity. 
In this thesis, high resolution capillary liquid chromatography columns were 
prepared with the single particle fritting technology. Through multi-stage splitting, a 
multi-ending column system was set up and used to perform multimode detection 
following nanoflow liquid chromatographic separation. The thesis consists of four 
chapters as below. 
Chapter one introduces characteristics of proteomics, explains the development 
and direction of current proteomics research, summarizes the analytical methods of 
proteomics, and points out that this thesis aims at improving the resolution and 
throughput of proteomics separations. 
Chapter two depicts that capillary liquid chromatographic columns were 
prepared by combining single particle fritting with the high pressure packing 
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technology and centrifugal packing technology. The chromatogram shows that the 
obtained capillary liquid chromatography columns possess high efficiency and good 
reproducibility. Using multi-stage splitting, multistage parallel separation of 
homologous samples has been realized. The results obtained by the multichannel 
ultraviolet detector demonstrate that we have obtained multiple samples with the same 
flow through one separation. This provides a new solution to the detection of rare 
proteomic samples. 
Chapter three shows that online multi-dimensional separation platform has been 
built to separate and analyze complicated proteomic samples. Multiple 
zero-dead-volume fittings were used to set up the column system for online 
multi-dimensional separation platform through combining different separation 
mechanisms, which improved the chromatographic peak capacity and suitable for the 
separation of complex proteomic samples.  
We have also constructed multidimensional spotting platform, which built on a 
three-dimensional translation stage, combined with a micromanipulator based on 3D 
printing technology .Cytochrome C digest was separated with nanoLC and detected 
by two kinds of matrix (CHCA, DHB) with matrix assisted laser detect resolution 
mass spectrometry. The peptide sequence covering efficiency were 86% and 84% 
respectively, and the results complement each other well.  The results shows that 
single chromatographic separation followed by multi-mode detection can effectively 
improves the analytical performance. 
In chapter four, a summary of this thesis was concluded and the future work was 
also discussed. 
 
Keywords: Multimode detection; Microarray; capillary column；proteomics
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第一章 前 言 
1.1 蛋白质组学及其研究方法 
1.1.1 从基因到蛋白质 
21 世纪是生命科学的世纪。伴随着人类基因组测序计划的实现，生命科学
研究领域步入了蛋白质组学时代。这个时期的研究者们考虑到只拥有完整的基因
组序列并不足够描述生物体的功能，蛋白质作为基因功能的体现者和生命活动的
直接施行者，开始引起了广泛的关注。 
蛋白质组学是指大规模采用生物化学方法进行蛋白质研究，蛋白质组学研究
可追溯至 20 世纪七十年代末，研究人员采用二维聚丙烯酰胺凝胶电泳技术观察
到特定细胞系或组织中的大量蛋白质，并以此构建蛋白质数据库[1]。澳大利亚科
学家 Marc Wilkins 和 Keith Williams 于 1994 年第一次提出了蛋白质组（Proteome）
概念，定义为"一个细胞或一个组织基因组所表达的全部蛋白质”。不同于固定
的基因组序列，蛋白质作为基因表达的产物，其种类和数量受时间、地点等环境
因素的影响，所以蛋白质组是动态变化的，研究系统更加庞大。2014 年，Akhilesh 
Pandey 和 Bernhard Kuster 两个研究组在《Nature》[2,3]上公布了第一张人类蛋白
质组草图，这在蛋白质组学发展中具有里程碑的意义。草图的公布将有助于人们
更好的理解疾病引发的机体变化，也预示着蛋白质组学已成为探索生命奥秘的重
要手段。 
“蛋白质组”和“蛋白质组学”概念自提出以来，其使用频率不断增长，仅 2015
年就有超过 5000 篇相关的研究报告和综述文章发表。20 余年来，蛋白质组学研
究发展迅速，已成为继基因组学提出以来的又一“大科学”。当前蛋白质组学研究
主要集中在三个部分[4]：（1）大规模鉴定生物体内蛋白质组成及其翻译后修饰
研究；（2）特定条件下蛋白质表达差异的量化研究；（3）酵母双杂交系统或质
谱法研究蛋白质-蛋白质相互作用。 
蛋白质组学的研究目标在于从细胞、组织和器官整体水平系统全面地分析生
物体内蛋白质的组成、表达水平与修饰状态，探索蛋白质与蛋白质之间的相互作
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用模式，从而获得对疾病过程、生理病理反应及免疫调控机制的全面而深入的认
识，以揭示生命活动的基本规律，同时也为疾病预防、临床诊断、药物筛选、新
药开发和个性化医疗等应用领域提供理论支撑。 
1.1.2 蛋白质组研究的技术推动 
蛋白质组研究相比于基因组更加复杂，按照基因测序结果，人类基因组中编
码基因数量约为 20,000-25,000 种，而人类蛋白质组中不仅包括由每个基因位点
表达得到的非冗余蛋白，还包括由 DNA 重排或拼接产生的变异蛋白及蛋白质翻
译后修饰等的影响，这些原因导致蛋白质组数量和种类异常庞大；另一方面，蛋
白质组中高低丰度蛋白质差异较大，以人类血浆蛋白组为例，其中含量最高的血
清白蛋白约为 40mg/mL,占蛋白质总量的 50%以上，而含量较低的蛋白质如白细
胞介素低于1pg/mL,丰度差异达到10个数量级以上[5]，低丰度蛋白极容易被掩盖，
为分离检测带来困难。 
在过去的 20 年里，许多重大的技术进步共同促进了蛋白质组科学的发展，
为解决蛋白质组学样品的复杂性做出了巨大贡献。现如今，分离科学、以质谱为
代表的鉴定技术和生物信息学共同构成了蛋白质组学领域的三大分析技术[6]。 
一、分离科学 
二维凝胶电泳技术最早应用于蛋白质组学分离领域，由 O’Farrell 和 Klose
于 1975 年提出[7,8]。二维凝胶电泳第一维采用等电聚焦电泳，基于蛋白质分子等
电点的不同进行分离；第二维采用聚丙烯酰胺凝胶电泳，基于蛋白质分子质量的
差异进一步分离。经典二维凝胶电泳分离技术用于蛋白质组学研究分析流程如图
1.1 所示。二维凝胶电泳技术是蛋白质组学研究发展过程中的重要推动力，它的
分辨率很高，单次的二维凝胶电泳能够分辨出复杂蛋白质混合物中的五千种以上
组分[9]。除此以外，利用蛋白质迁移位点信息，便于直观分辨出复杂蛋白质的表
达谱和蛋白质的丰度差异。 
然而二维凝胶电泳技术仍然存在一些技术局限，二维凝胶电泳对低丰度蛋白
的分离能力有限，不适用于极酸性、极碱性蛋白质和疏水性膜蛋白的分离。另外，
二维凝胶电泳技术的自动化程度较低，虽然可以利用专用于凝胶切割的自动切割
机和用于实现蛋白质胶上酶解的自动处理机等仪器，减少了二维凝胶电泳分离后
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样品处理的复杂操作。而且市场上已经存在能够同时运行 10 块与 20 块胶板的垂
直电泳槽，但目前二维凝胶电泳分离仍是一种高强度、重现性差的蛋白质组分离
技术。 
 
图 1.1 传统基于凝胶电泳的蛋白质组学分析流程[10] 
 
随着研究的深入，现代高效液相色谱技术以其高度自动化和分离机理的选择
多样性，开始越来越多的应用到蛋白质组分离分析中。色谱分析法最早起源于茨
维特利用吸附原理分离四种植物色素。色谱分离技术是基于混合物中各组分在流
动相与固定相中分配系数差异，以实现组分分离的一种重要方法。复杂的蛋白质
组样品体系更加需要分离科学的协助，目前高丰度蛋白质的存在对蛋白质组的分
析提出了极大挑战，因而对于复杂生物样品，通常需要采用亲和色谱衍生等预分
离方法除去高丰度物质。高分辨的色谱分离技术可以用于降低样品的复杂度、除
去干扰组分、富集低丰度蛋白并最终实现蛋白质组全谱分析。 
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二、质谱鉴定技术 
蛋白质组学研究的快速发展离不开质谱鉴定技术的进步。以电喷雾质谱和激
光辅助激光解析质谱为代表的软电离质谱技术，不仅具有高质量的精确度和分辨
率，而且灵敏度高，可用于飞摩尔级的肽段和蛋白质的定性分析。除此之外，硬
电离质谱质谱检测技术电感耦合等离子体质谱多用于元素分析，并被用于蛋白质
组定量分析。质谱技术强大的成分鉴定和定量分析能力，在发现生物标志物、研
究蛋白质组的内在变化、蛋白质的翻译后修饰等领域起到了重要作用。 
三、生物信息学 
生物信息学是蛋白质组研究的重要支撑技术，同时也是蛋白质组学分离分析
成果的集大成者。蛋白质组信息学的关键科学问题在于：对高通量蛋白质组数据
的质量控制和评价、蛋白质组数据和知识的整合、生物学通路的预测和验证。 
对于由实验仪器产生的海量数据，往往并非人工所能分析和描述，需要蛋白
质鉴定软件和统计学结合，以评价结果的可信度和假阳性率等。目前已出现用于
蛋白质鉴定、蛋白质定量、蛋白质翻译后修饰和蛋白质-蛋白质相互作用研究的
生物信息学数据库系统，生物信息学拉近了化学分析技术和生物学之间的距离。 
1.2 蛋白质组学的分离策略 
针对二维凝胶电泳分离技术的缺陷，现代蛋白质组学分离正逐步转向以毛细
管电泳和高效液相色谱为代表的非凝胶分离技术。毛细管电泳（CE）分离是在
石英毛细管分离通道中，在高压直流电场驱动下，依据样品组分间分配行为的差
异而进行分离的新型液相分离技术。由于毛细管电泳技术高效、高灵敏度和易于
自动化的特点，在蛋白质组学分析领域应用广泛。相对于毛细管电泳技术，高效
液相色谱分离技术分辨率高，分离机制多样，更易于与质谱技术联用，是蛋白质
组学研究不可或缺的重要分离技术。鉴于蛋白质组样品量繁多且丰度差异大，需
要进一步提高分离技术的分辨率。目前应用于复杂蛋白质组中的样品分离，主要
分为两种分离模式：多维液相色谱分离技术（ Multidimensional Protein 
Identification Technology）和“一站式”蛋白质分离技术（Single-Shot Technology），
这两种分离模式各有优势，为蛋白质组学分离提供了新的解决方案。 
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1.2.1 多维液相色谱分离技术 
多维液相色谱分离是将不同分离机理的色谱柱或不同类型的色谱分离技术
偶联构成的色谱联用系统。对于分离技术而言，峰容量是分离效能的重要评价标
准，按照 J. Calvin Glddings 多维分离理论[11]，多维液相色谱分离的总峰容量是每
一分离维度峰容量的乘积。但此理论必须符合两个标准：第一，各维度液相分离
机理必须相互正交（如 SCX、RP、HILIC、IEX 等）；第二，前一分离维度获取
的分辨率在下一分离维度不能丢失。多维液相色谱分离技术大大的提高了液相色
谱分离的分辨率和峰容量，然而不同色谱柱间偶联时，必须要考虑应用于不同分
离机理的流动相之间兼容性和上一维度流动相对下一维度固定相的影响。 
多维液相色谱分离维度与维度之间的接口技术是关键环节，需要优化仪器构
建和分离过程以实现高分辨的分离分析。多维液相分离平台的构建目前主要有三
种方式：离线多维分离（Offline）、阀切换式（Column Switching）和直接多维
分离（MudPIT）[12]。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1.2 常见多维液相色谱分离平台构建方式（以 SCX 和 RP 联用为例）[12] 
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